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Цель исследования – поиск микроорганиз-
мов, способных подавлять реакции чувства 
кворума, связанных с продукцией феназинов 
(пиоцианина).  Образование пиоцианина, от-
носящегося к оксифеназинам, является одним 
из индикаторов реакции чувства кворума. Для 
поиска антагонистически активных штаммов 
бактерий проводили сокультивирование микро-
организмов с культурами синегнойной палочки 
и определяли подавление продукции оксифе-
назинов. Для поиска штаммов, подавляющих 
продукцию пиоцианина, использовали 14 куль-
тур бактерий родов Pseudomonas , Acinetobacter, 
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The purpose of the study was the search for 
microorganisms capable of suppressing quorum 
feelings associated with the production of phen-
azines (pyocyanin). The formation of pyocyanine, 
related to oxyphenazines, is one of the indicators 
of the quorum-sensing reaction. In order to search 
for antagonistically active bacterial strains, the mi-
croorganisms were co-cultured with the cultures 
of Pseudomonas aeruginosa wherein the suppres-
sion of oxyphenazine production was determined. 
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ВВЕДЕНИЕ

Синегнойная палочка (P. aeruginosa) 
является причиной раневых инфекций, 
фиброзного цистита [1], фиброзной хрони-
ческой пневмонии у людей и животных с 
признаками иммунодефицита. Наибольшая 
проблема, обусловливающая сложность те-
рапии хронических инфекций, ассоцииро-
ванных с P. aeruginosa, – образование дан-
ной бактерией биопленок [2] и активизация 
механизмов устойчивости к антибиотикам 
[3]. Синтез факторов патогенности (эласта-
за, гемолизины, пиоцианин, биопленки и 
др.) регулируется с использованием меха-
низмов чувства кворума [4–9].  В частнос-

Enterobacter,  Staphylococcus, Microbacterium, 
Serratia, Sphingobacterium, Lactobacillus, 
Weisella. Пиоцианин последовательно экстраги-
ровали хлороформом и 0,2М соляной кислоты, 
затем его содержание определяли спектрофото-
метрически при длине волны 520 нм. Обнару-
жено несколько культур бактерий, характери-
зующихся способностью подавлять продукцию 
оксифеназина в тестах по сокультивированию 
с синегнойной палочкой. Выявленные микро-
организмы относились к микроорганизмам ро-
дов Acinetobacter  и Pseudomonas, Lactobacillus 
и  Weisella. Критерий Краскела – Уоллиса - 
H (5, N = 21) = 11,86902 статистически значим 
(p = 0,0366). Распределение культур по ингиби-
рованию продукции оксифеназинов  в опытах по 
сокультивированию с Pseudomonas aeruginosa 
не было биноминальным, что предполагает не-
случайный характер распределения  культур по 
результатам сокультивирования. Уровни инги-
бирования продукции феназинов для различных 
таксонов бактерий в тестах по сокультивирова-
нию  статистически значимо  отличались друг 
от друга. Наибольшая сумма рангов относится 
к группе Lactobacillus spp., и данный таксон в 
наибольшей степени влияет на содержание фе-
назинов. Снижение концентрации конечного 
продукта (пиоцианина), синтез которого ини-
циируется бутанолгомосеринлактоном, может 
быть связан с механизмами кворум-квенчинга 
и механизмами антагонистической активности 
микроорганизмов, влияющих на продукцию 
упомянутых выше метаболитов P. aeruginosa. 

Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter calcoaceticus, хроматомасспектро-
метрия, пиоцианин, бутанолгомосеринлактон

We used 14 cultures of bacteria from the genera 
Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter, Staph-
ylococcus, Microbacterium, Serratia, Sphingobac-
terium, Lactobacillus, Weisella to find strains sup-
pressing the production of pyocyanin. Piocanin was 
successively extracted with chloroform and 0.2 M 
hydrochloric acid, after which its content was de-
termined spectrophotometrically at a wavelength 
of 520 nm. Several bacterial cultures characterized 
by the ability to inhibit the production of oxyphen-
azine in co-cultivation tests with Pseudomonas 
aeruginosa were found. The identified microorgan-
isms belonged to the microorganisms of the gen-
era Acinetobacter and Pseudomonas, Lactobacil-
lus and Weisella. The Kruskal-Wallis criterion - H 
(5, N = 21) = 11.86902 is statistically significant 
(p = 0.0366). The distribution of cultures in the in-
hibition of the production of oxyphenazines in the 
experiments on co-cultivation with Pseudomonas 
aeruginosa was not binomial, which implies the 
non-random nature of the distribution of cultures 
according to the results of co-cultivation. Thus, the 
levels of inhibition of the production of phenazines 
for different taxa of bacteria in the co-cultivation 
tests were statistically significantly different from 
each other. The largest sum of ranks belongs to the 
group Lactobacillus spp. and this taxon has the 
greatest effect on the content of phenazines. The 
decrease in the concentration of the final product 
(pyocyanin), the synthesis of which is initiated 
by butanol-homoserine lactone, can be associated 
with the mechanisms of quorum-quenching, and 
the mechanisms of antagonistic activity of micro-
organisms that affect the production of the afore-
mentioned metabolites of P. aeruginosa.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Acineto-
bacter calcoaceticus, chromato-mass spectrometry, 
pyocyanin, butanol-homoserine lactone

ти, QS регуляция P. aeruginosa осущест-
вляется с участием четырех молекул N-(3-
oxododecanoyl)-homoserine lactone (OdDHL), 
[10], N-butyrilhomoserine lactone (BHL) [11], 
2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) [12], 
2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbaldehyde 
(IQS) [13]. Образование пиоцианина (пред-
ставителя феназинов) регулируется ацилго-
мосеринлактонами. С одной стороны, его 
следует рассматривать как антибактериаль-
ный агент, с другой – подавление реакций 
чувства кворума в процессе конкуренции 
бактерий может быть эволюционно выгод-
ным именно в части подавления продукции 
пиоцианина. Таким образом, можно ожи-
дать наличие сложных механизмов конку-
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ренции QS систем разных видов бактерий. 
Выявление микроорганизмов, способных 
модифицировать QS реакции P. аeruginosa, 
может иметь существенное медицинское 
значение в качестве средства подавления 
таких факторов патогенности P. aeruginosa, 
как образование биопленок, продукции пио-
цианина, эластазы и т.д.

Цель исследования –  поиск микроорга-
низмов, способных подавлять реакции чув-
ства кворума, которые связаны с продукци-
ей феназинов, ингибируя синтез факторов 
патогенности P. aeruginosa.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Микробиологические исследования про-
водили на базе Института химической био-
логии и фундаментальной медицины Си-
бирского отделения Российской академии 
наук (ИХБФМ СО РАН). Для исследований 
использовали культуры и изоляты микро-
организмов, депонированные в коллекции 
микроорганизмов лаборатории фармакоге-
номики ИХБФМ СО РАН. Культивирование 
микроорганизмов проводили на Эугоник 
агаре и триптиказо-соевом бульоне.

Для выявления штаммов бактерий, по-
давляющих продукцию феназинов (в том 
числе пиоцианина), культуру P. aeruginosa 
штамма 668 выращивали до стационарной 
фазы, сопровождающейся накоплением пио-
цианина в объеме 1000 мл. Клетки осажда-
ли центрифугированием, отмывали физио-
логическим раствором, ресуспендирова-
ли в 100 мл триптиказо-соевого бульона и 
вносили в пробирки с 5 мл суточных куль-
тур тестируемых бактерий других видов в 
количестве 1 мл (в концентрации большей, 
чем была с момента начала синтеза пиоци-
анина). Также ставили отрицательные конт-
роли с тестируемыми культурами. 

Культуры инкубировали в течение суток, 
затем отбирали образцы для определения 
продукции пиоцианина. Пиоцианин после-
довательно экстрагировали хлороформом и 
0,2М HCl, после чего его содержание опре-
деляли спектрофотометрически при длине 
волны 520 нм [14]. Все тесты проводили в 
трех повторностях. 

Данные обрабатывали методом непара-
метрической статистики, статистическую 
значимость различий оценивали по методу 
Манна – Уитни. Анализ вариаций оценива-
ли по Краскелу – Уоллису.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для поиска культур, ингибирующих про-
дукцию пиоцианина P. aeruginosa, выбрано 
три штамма (№ 668, 669, 671) из коллекции 
лаборатории молекулярной микробиоло-
гии ИХБФМ СО РАН, стабильно продуци-
рующих пиоцианин. Для поиска штаммов, 
подавляющих продукцию пиоцианина, 
использовали 14 культур бактерий родов 
Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter,  
Staphylococcus, Microbacterium, Serratia, 
Sphingobacterium, Lactobacillus, Weisella.

Распределение культур по ингибирова-
нию продукции оксифеназинов  в опытах по 
сокультивированию с P. aeruginosa не было 
биноминальным (см. рис. 1), что предпола-
гает неслучайный характер распределения  
культур по результатам сокультивирования.

Наибольшей ингибирующей актив-
ностью обладали все культуры рода 
Lactobacillus и Weisella. Большая часть 
микроорганизмов (родов Staphylococcus, 
Acinetobacter, Pseudomonas, Enterobacter) 

Рис. 1. Распределение культур микроорганиз-
мов по ингибированию продукции феназинов 

при сокультивировании с P. аeruginosa
Fig. 1. Distribution of microorganism cultures in 

the inhibition of the production of phenazines 
in co-cultivation with P. аeruginosa
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подавляла продукцию оксифеназинов в тес-
тах по сокультивированию в меньшей сте-
пени (см. табл.1, 2). В культурах Serratia 
spp. B 10.2 содержание оксифеназинов не 
отличалось от содержания данного пиг-
мента в монокультурах P. aeruginosa.  Ва-
риабельность полученных значений была 
довольно высокой. Статистически значимо 
различалось только содержание оксифена-
зинов в тестах по сокультивированию куль-
тур P. aeruginosa с лактобактериями и вей-
селлами (p < 0.05). 

Ингибирующая активность микроорга-
низмов семейства Lactobacillaceae варьиро-
вала от 93,379 до 96,97% (см. табл. 2).

Критерий Краскела – Уоллиса – H (5, 
N = 21) = 11,87 статистически значим (p = 
0,0366). Таким образом, уровни ингибиро-
вания продукции феназинов для различных 
таксонов бактерий в тестах по сокультиви-
рованию  статистически значимо  отлича-
ются друг от друга. Наибольшая сумма ран-
гов относится к группе  Lactobacillus spp., и 

данный таксон в наибольшей степени вли-
яет на содержание феназинов, наименьшая 
сумма рангов наблюдается для Serratia spp. 
(см. рис. 2).

Использование разных штаммов 
P. aeruginosa обеспечивало получение сход-
ных, статистически не различающихся ре-
зультатов по ингибированию продукции 
оксифеназинов P. aeruginosa, но повышало 
уровень дисперсии. Наибольший уровень 
ингибирования и наибольшую однород-
ность тестов по выявлению ингибирования 
продукции феназинов наблюдали при ис-
пользовании штамма P. aeruginosa 668.

Следует отметить факт тотального по-
давления синтеза пиоцианина лактобакте-
риями. В зарубежной литературе [15] встре-
чаются данные о том, что синтез пиоциани-
на в культуре P. aeruginosa осуществляется 
в ответ на достижение пороговой концент-
рации медиаторов кворум-сенсинга (AI-1). 
К таким молекулам относится N-бутаноил-
гомосеринлактон (см. рис. 1).

Табл .  1 .  Активность продукции оксифеназинов P. aeruginosa в тестах по сокультивированию
Table 1.  Activity of production of oxyphenazines in the experiments on co-cultivation with 

P. aeruginosa 

Таксономическая 
принадлежность

Номер 
штамма n

Oxyphenazyne, OD 520
Среднее

арифметическое
Стандартное 
отклонение

Ошибка 
средней

Доверительный 
интервал -95%

Доверительный 
интервал +95%

Lactobacillus +Weisella L 5 0,010** 0,0009 0,0004 0,0094 0,0117
Acinetobacter calcoaceticus Sah D 13.3 3 0,1303 0,0946 0,0546 -0,104 0,3652
Staphylococcus cohnii H 21.2 3 0,106 0,055 0,031 -0,03 0,243
Pseudomonas oryzihabitans Sah D 16.3 3 0,1033 0,068 0,039 -0,065 0,272
Enterobacter oryza Sah D 17.2 3 0,105 0,063 0,036 -0,053 0,263
Serratia spp. B 10.2 3 0,2046 0,138 0,0798 -0,139 0,5468
P. aeruginosa P 3 0,269 0,132 0,076 -0,06 0,597

** p < 0.01.

Табл .  2 .  Ингибирование продукции феназинов 
P. aeruginosa в присутствии тестируемых штаммов, %
Table 2.  Inhibition of the production of phenazines by 

P. aeruginosa in the presence of the tested strains, % 
Таксономическая 
принадлежность

Номер 
штамма n Среднее

арифметическое
Стандартное 
отклонение

Ошибка 
средней

Доверительный 
интервал -95%

Доверительный 
интервал +95%

Lactobacillus +Weisella L 5 93,6154 3,06232 1,36951 89,813 97,4178
Acinetobacter  calcoaceticus Sah D 13.3 3 51,6073 20,95957 12,10102 -0,459 103,6738
Staphylococcus cohnii H 21.2 3 55,5993 19,36109 11,17813 7,504 103,6950
Pseudomonas oryzihabitans Sah D 16.3 3 59,8317 16,04654 9,26448 19,970 99,6935
Enterobacter oryza Sah D 17.2 3 60,3943 12,51503 7,22556 29,305 91,4834
Serratia spp. B 10.2 3 -4,5945 96,39919 55,65610 -244,063 234,8743
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Первичный скрининг культур бактерий 
по их способности к подавлению продукции 
пиоцианина тест-штаммами Pseudomonas 
aeruginosa  позволяет сузить круг поиска 
для дальнейшего хроматомасспектромет-
рического анализа снижения количества 
бутаноилгомосеринлактона (BHL). С дру-
гой стороны, предложенный методический 
подход следует считать удобным тестом для 
интегральной оценки антагонистической 
активности микроорганизмов в отношении 
P. aeruginosa, так как в тестах по сокульти-
вированию может быть затруднительным 
разделение бактерий разных видов при под-
счете числа КОЕ. Использование ПЦР в ре-
жиме реального времени не позволяет оце-
нить жизнеспособность клеток. Количество 
оксифеназинов в культуральной жидкости 
будет зависеть как от интенсивности ре-
акций кворум-сенсинга P. aeruginosa  (что 
коррелирует с патогенностью данного вида 
бактерий), так и от интенсивности роста 
культуры P. aeruginosa. 

Снижение концентрации конечного 
продукта (пиоцианина), синтез которого 
инициируется бутанолгомосеринлактоном 
[16], может быть объяснен как механизма-

ми кворум-квенчинга, так и любыми дру-
гими механизмами антагонистической ак-
тивности микроорганизмов, влияющих на 
продукцию упомянутых выше метаболитов 
P. aeruginosa.

Следует отметить, что бутанолгомосе-
ринлактон – одна из ключевых молекул, 
участвующих в системной регуляции кво-
рум-сенсинга, в частности активация rhl QS 
системы (RhlR-BHL) может являться следст-
вием активации остальных трех QS систем 
(LasR-OdDhl, PqsR-PQS, IqsR-IQS) как за 
счет достижения пороговой концентрации 
бактериальных клеток, так и под влиянием 
стрессовых воздействий [13, 17–19]. Можно 
утверждать, что BHL центральное неспеци-
фическое звено QS регуляции и именно по 
этой причине эту молекулу можно рассмат-
ривать в качестве универсального индика-
тора активации QS реакций Pseudomonas 
aeruginosa. Соответственно и подавление 
QS реакций P. aeruginosa, обусловленных 
BHL, с помощью пробиотических бактерий 
имеет больше перспектив ввиду универ-
сальности BHL. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

При сокультивировании P. aeruginosa с 
рядом штаммов микроорганизмов  родов 
Pseudomonas , Acinetobacter, Enterobacter,  
Staphylococcus, Microbacterium, Serratia, 
Sphingobacterium, Lactobacillus, Weisella ста-
тистически значимое подавление продук-
ции феназинов (пиоцинанина) наблюдали в 
присутствии бактерий родов Lactobacillus, 
Weisella (p < 0.01).
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